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1. Verfahren zur Fraktionierung von Plasma oder Serum, dadurch gekennzeichnet, dali man 
die das Plasma oder Serum enthaltende Ausgangslosung einer hydrophoben 
Interaktions-chromatographie unterwirft und unter Anwendung eines stufenweisen 
Salzgradienten wenigstens in eine Immunglobulin- und eine Albumin-haltige Fraktion 
auftrennt. 



2. Verfahren gemali Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali als Ausgangsmaterial ein 
Plasma oder ein Serum humanen oder tierischen Ursprungs verwendet wird. 



Verfahren gemali Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dali die Chromatographic 
mit einem Ammoniumsulfatsalzgradienten erfolgt. 

Verfahren gemali Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dali die Chromatographic bei 
hoher Ammoniumsulfatkonzentration beginnt und diese im nachsten Fraktionsschritt 
abgesenkt wird. 

Verfahren gemali einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dali die hohe 
Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0,6 und <1,4 Mol/I und die niedrige 
Ammoniumsulfatkonzentration zwischen 0 und 0,4 Mol/I betragt. 



6. Verfahren gemali einem der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daft die hohe 
Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,7 bis 1 Mol/I betragt und abgesenkt wird auf 0 bis 
0,3 Mol/I. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Ausgangslosung und die Chromatographie-Phase bei Beginn der Trennung auf die 
gewunschte hohe Salzgradientenkonzentration eingestellt wird. 



8. Verfahren gemafJ einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da(3> das 
Plasma von den Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes befreit ist. 

9. Verfahren gemali einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dali als 
Ausgangsmaterial ein von Gerinnungsfaktor VIII befreites Plasma eingesetzt wird. 



• •••••• •Jfc-..- 

10. Verfahren gemali einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafi man als 
Ausgangsmaterial polyvalentes Humanplasma verwendet. 

11. Verfahren gemali einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dali man als 

5 Ausgangsmaterial bezuglich viraler, bakterieller oder gegen zellulare Antigene gerichtete 

Antikorper selektiertes Humanplasma verwendet. 

12. Verfahren gemalS einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafS nach der 
gewonnenen ersten Fraktion mittels Stufengradienten zwei weitere Fraktionen gewonnen 

10 werden. 

13. Verfahren gemali Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dali die Auftrennung nach der 

# ersten Fraktion mit einem Ammoniumsulfatpuffer einer Konzentration von 0,4 bis 0,1 Mol/I 
beginnt und danach abgesenkt wird auf < 0,1 bis 0 Mol/I. 

14. Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dali als 
hydrophobe Interaktionsphase Phenyl- oder Alkyl-substituierte Phasen auf der Basis von 
Copolymeren aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat, Copolymere aus 
Polystyrol und Divinylbenzol oder mit Dextran oder Polymeren gecoatete Kieselgele 

20 verwendet werden. 

15. Verfahren gemali Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daS als hydrophobe 
Interaktionsphase Phenyl-substituierte Copolymere aus Glycidylmethacrylat und 
Ethylenglycoldimethacrylat verwendet wird. 

^^^^6. Verfahren gemafc Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dafi die hohe 

Ammoniumsulfatpufferkonzentration 0,8 bis 1,0 Mol/I und die abgesenkte Ammonium- 
sulfatkonzentration 0,3 bis 0 Mol/I betragt. 

30 17. Verfahren gemali Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dafi die erste Fraktion bei einer 
Ammoniumsulfatkonzentration von 0,9 Mol/I gewonnen wird und danach ein 
Stufengradient angewendet wird, wobei die Ammoniumsulfatkonzentration zunachst 0,3 
Mol/I betragt, und sodann auf 0 Mol/I abgesenkt wird. 



18. Verfahren gemafc einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dali man die 
gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin III, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

19. Verfahren gemafc Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft die gewonnene erste 
Fraktion durch Affinitatschromatographie sowie nachfolgende Anionenaustauscher- 
chromatographie und Virusinaktivierung sowie ubliche Filtrations-, Konzentrations- und 
Sterilisierungsschritte aufgearbeitet wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
einsetzbares Immunglobulin, insbesondere IgG gewinnt. 

121. Verfahren gemaS Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daft man die gewonnene zweite 
Fraktion durch Anionenaustauscherchromatographie, Virusinaktivierung, 
Oktansaurebehandlung sowie Kationenaustauscherchromatographie und ubliche 
Filtrations-, Sterilisations- und Konzentrierungsschritte zu einem vertraglichen 
Immunglobulin G Praparat aufarbeitet. 

22. Rezyklisierungsverfahren zur Fraktionierung von Plasma oder Serum gemali einem der 
Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daft man das Permeat aus der ersten 
erhaltenen Fraktion kontinuierlich dem Ammoniumsulfatpuffer-Vorratsbehalter mit der 
Pufferlosung 1 zufuhrt, die gewonnene erste Fraktion kontinuierlich sammelt, die zweite 
Fraktion durch Herstellen eines Mischpuffers aus der Pufferlosung 1 und einer 
Ammoniumsulfat-freien Pufferlosung 2 oder alleinigen Einsatz des Puffers 2 eluiert und 

I kontinuierlich entfernt. 

23. Verfahren gemaft Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daft man nach der Eluierung 
der ersten Fraktion die Chromatographiesaule mit einem Stufengradienten behandelt und 
so eine zweite und dritte Fraktion erhalt. 

24. Verfahren gemaft einem der Anspruche 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, da(i man 
nach je einem Rezyklisierungskreislauf die Interaktionschromatographiephase mit 
Natronlauge aus einem Vorratsbehalter 3 behandelt. 



25. Verfahren gemali einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daft man die 
gewonnene erste Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Antithrombin III, Transferrin und/oder Albumin gewinnt. 

26. Verfahren gemafc einem der Anspruche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daS man die 
gewonnene zweite Fraktion in an sich bekannter Weise aufarbeitet und therapeutisch 
verwendbares Immunglobulin, insbesondere IgG, gewinnt. 

27. Immunglobulinpraparat, erhalten nach einem Verfahren gemali den Anspruchen 20, 21 
Oder 26. 



28. 



Antithrombin 111 Praparat, erhalten gemati Anspruch 18, 19 oder 25. 



Verwendung eines Immunglobulinpraparates oder eines Antithrombin III-, Albumin- oder 
Transferrin-Praparates, erhalten nach dem Verfahren gemaft einem der Anspruche 1 bis 
26 zur therapeutischen Anwendung. 
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Biotest Pharma GmbH 
Landsteinerstrafte 5 
63303 Dreieich 

Verfahren zur c hromatoqraphischen Fraktionierunq von Plasma Oder Serum, so 
erhaltene Praparate und deren Verwendunq 

|Die Erfindung betrifft das in den Anspruchen beschriebene Verfahren zur chromatogra- 
phischen Fraktionierung von Plasma oder Serum, insbesondere Humanplasma/ -Serum an 
einer hydrophoben Interaktionsphase mittels eines stufenweisen Salzgradienten sowie die 
daraus hergestellten Proteinpraparate und deren Verwendung. 

Erste Versuche zur industriellen Fraktionierung von Humanplasma wurden schon in den 
40iger Jahren durchgefuhrt. Die hierbei angewandte Methode basiert auf der Fallung von 
Proteinfraktionen mittels Alkohol, wobei durch Variation von pH, lonenstarke, Temperatur und 
Alkoholkonzentration in diesen Fraktionen verschiedene Plasmaproteine in angereicherter 
Form erhalten werden. 

on besonderer Bedeutung fur die therapeutische Anwendung sind die nach diesem Prozess 
gewonnenen Fraktionen, die Immunglobuline und Albumin enthalten. Eine Ubersicht uber o. g. 
Methoden ist den Ubersichtsartikeln (J.E. More, MJ. Harvey, Blood Separation and Plasma 
Fractionation, Wiley-Liss, New York 1991, 261-306 und P. Kistler, H. Friedli, Methods of 
Plasma Protein Fractionation, Academic Press, London, 1980, 3-15) zu entnehmen. 

Neben Alkohol werden auch andere Fallreagenzien, wie Ammoniumsulfat und Polyethylen- 
glycol, zur Gewinnung von Plasmafraktionen eingesetzt (A.P. Phillips, K.L Martin, W.H. 
Horton, The choice of methods for immunoglobulin IgG purification: Yield and Purity of 
Antibody Activity, J. of Immunological Methods, 74 (1984) 385-393, A. Poison et al., The 
Fractionation of Protein Mixtures by Linear Polymers of High Molecular Weight, Biochem. 



Biophys. Acta, 82 (1964) 463-475; P.D. Gorevic et. al., Methods in Enzymology, Vol. 116, 
1985, 3-25; DE 2936047C2). 



Prinzipiell weisen alle Fallmethoden zur Isolierung von Plasmaproteinen einige Nachteile auf. 
Die zur Fallung eingesetzten Agentien bewirken eine partielle Denaturierung der separierten 
Proteine. Dies ist an der Bildung von Aggregaten und damit verbundenen Unvertraglichkeiten 
bei der therapeutischen Anwendung zu erkennen. Um aus den so gewonnenen Protein- 
fraktionen vertragliche Praparate zu erhalten, sind weitere aufwendige Reinigungsschritte 
notwendig. 

Ein weiterer Nachteil der Methoden besteht darin, dass Fallungsreaktionen, speziell bei so 
komplexen Gemischen wie Humanplasma, niemals quantitativ verlaufen. Dies und die zu- 
satzlich notwendigen Reinigungsschritte fuhren zu betrachtlichen Ausbeuteverlusten. 

Diese Verfahren stellen somit keine optimale Nutzung des wertvollen Ausgangsmaterials, 
insbesondere von Humanplasma oder Humanserum dar. 

Aus diesem Grunde wurden Versuche unternommen, die Piasmafraktionierung mit schonen- 
deren Methoden und hoheren Ausbeuten durchzufuhren. Hierzu bieten sich adsorptive Me- 
thoden an. 

Spezielle Eigenschaften der Proteine, wie Ladung, Hydrophobizitat, GroRe und charakteristi- 
sche Bindungseigenschaften werden dazu genutzt, um eine Bindung der Proteine an ge- 
eignete Liganden zu bewirken. 

.Besonders vorteilhaft ist es, wenn diese Liganden an einen wasserunloslichen stationaren 
■rager gebunden sind. Die Bindung der Proteine an den substituierten Trager kann im Batch- 
oder als saulenchromatographisches Verfahren durchgefuhrt werden, wobei sich die 
chromatographische Methode als besonders vorteilhaft erweist. Zur chromatographischen 
Isolierung von Plasmaproteinen wurden Anionen- und Kationenaustauscher, Affinitats- und 
hydrophobe Phasen sowie ausschlulichromatographische Materialien eingesetzt. 

Diese chromatographischen Methoden wurden bisher in erster Linie zur Feinreinigung von 
gefallten Plasmafraktionen verwendet. 



Im Folgenden sind einige Beispiele aufgelistet. 



In der EP 0447585B1 ist die Isolierung von Immunglobulin G aus Cohn Paste II beschrieben. 



EP 0352500B1 beinhaltet die Herstellung von Immunglobulin M aus mit Alkohol prazipitierter 
Paste III. 

Transferrin (DE 37331 81 C1), a, -Antitrypsin (EP 0717049A1, US 5,610,285) und Antithrom- 
bin III (EP 0844254A2) konnen mit Hilfe unterschiedlicher chromatographischer Methoden aus 
Cohn-Paste IV isoliert werden. 

Cohn-Paste V dient als Ausgangsmaterial fur die chromatographische Albumin-Herstellung 
(EP 0792887A1) sowie zur Aufreinigung von a^saurem Glycoprotein (US 5,739,293). 

Ebenso konnen alkoholhaltige Oberstande der Cohn-Fraktionierung als Ausgangsmaterial fur 
ine chromatographische Albumin-Herstellung eingesetzt werden (EP 0402205B1). 

Eine Kombination von Alkoholfallung und Chromatographie zur Gewinnung von Plasma- 
proteinen ist in US 5,138,034 beschrieben. 

Auch die direkte Gewinnung von Immunglobulin G und Albumin aus Humanplasma, ohne 
vorherige Fallung und Abtrennung eines Prazipitates, mittels lonenaustauschchromatographie 
ist in DE 364051 3C2 und WO 94/29334 beschrieben. 

Eine Obersicht uber die Anwendung chromatographischer Methoden zur Gewinnung von 
Proteinen aus Humanplasma findet sich in: J.M. Curling, Separation of Plasma Proteins, 
^harmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden, 1993. 

Wie schon oben erwahnt, weisen alle beschriebenen Verfahren entscheidende Nachteile auf. 
So fuhren alle uber Fallreaktionen gewonnenen Plasmaproteine zu erheblichen Ausbeu- 
teverlusten und erfordern aufwendige zusatzliche Reinigungsschritte, urn die therapeutische 
Anwendung zu ermoglichen. AuUerdem ist ein groBer technischer Aufwand zur Kuhlung der 
ReaktionsgefaGe, Zentrifugen oder Filter notwendig. 

Die mittels lonenaustauschchromatographie aus Plasma gewonnenen Produkte erfordern 
eine aufwendige Vorkonfektionierung des Humanplasmas. 



Zur Durchfuhrung der lonenaustauschchromatographie muli das Plasma auf eine definierte, 
niedrige lonenstarke eingestellt werden. Dies kann durch Verdunnen oder durch Umpufferung 
erreicht werden. 

5 Hierbei entstehen grolie Volumina, die im technischen Mafistab die Menge des zu prozes- 
sierenden Plasmas limitieren. Daruber hinaus muB durch einen zusatzlichen Schritt vor der 
Chromatographie das im Humanplasma enthaltene Fibrinogen entfernt werden, urn ein Ver- 
blocken der Saule zu verhindern. 

10 S. Coheen et al. beschreiben in J. of Chromatography, 326 (1985), 235-241 ein Verfahren zur 
Fraktionierung von Humanserum. Dabei wird eine Bio-Gel TSK Phenyl-5PW-Saule mit der 
Ausgangsldsung bestuckt und anschlieliend bei 0°C mittels eines linearen Ammoniumsulfat- 
^^^^salzgradienten in 0,1 M Natriumphosphatpuffer eluiert. Eine solche lineare Eluierung kann nur 
VV 2p m analytischen Malistab vorgenommen werden, da ansonsten bei Auftragen der 

Ausgangslosung und Anwendung der genannten Anfangskonzentration von 1,7 M die Saule 
verstopfen wiirde, wenn man im praparativen MaGstab arbeiten wurde. Daruberhinaus muli 
bei 0°C gearbeitet werden, urn die Auflosung des Chromatogramms zu verbessern. Eine 
solche Verfahrensweise ist auf einen Prozess im praparativen Umfang wegen des 
technischen Aufwands nicht ubertragbar. 

20 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein im technischen MalSstab wirtschaftlich 
durchfuhrbares Verfahren zur Fraktionierung von Plasma, insbesondere Humanplasma, oder 
Serum, insbesondere Humanserum, bereitzustellen, das in hohen Ausbeuten native, 
unmodifizierte Plasmaproteine liefert. Hierbei sollte ein Prazipitieren und Auflosen von 

•therapeutisch relevanten Proteinen uberwiegend vermieden werden und der Prozess bei 
Jteumtemperatur ablaufen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemali dadurch gelost, dali man das Plasma oder Serum, 
insbesondere humanen Ursprungs, bevorzugt ein von Gerinnungsfaktor VIII und/oderden 
30 Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes befreites Plasma oder Serum, insbesondere 
humanen Ursprungs an einer hydrophoben Phase unter Anwendung eines stufenweisen 
Salzgradienten chromatographiert. Als Salz eignet sich insbesondere Ammoniumsulfat. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass mit Hilfe der hydrophoben Interaktions- 
35 chromatographie Plasma oder Serum in wenigstens eine Immunglobulin- und eine Albumin- 



haltige Fraktion im praparativen Malistab getrennt werden kann, wobei die Chromatographie 
bei Raumtemperatur, ohne aufwendige Kuhlvorrichtungen, durchgefuhrt werden kann. 

Im folgenden wird das erfindungsgemaSe Verfahren naher erlautert. 
1. Fraktionierunq 

ErfindungsgemafJ kann (Human-)Plasma oder (Human-)Serum verwendet werden, welches 
von Gerinnungsfaktoren befreit sein kann. Daruberhinaus kann auch tierisches Plasma oder 
Serum mit oder insbesondere ohne Gerinnungsfaktoren eingesetzt werden. Das 
Ausgangsmaterial kann sowohl von normalen Spenderpools als auch von ausgewahlten 
(selektierten) Spendern mit hohen Antikorpertitern gegen virale, bakterielle oder zellulare 
Antigene gewonnen werden. Bei selektiertem Ausgangsmaterial ( Hyperimmunglobulin ) wird 
ibevorzugt solches mit hohen Titern gegen CMV, Hepathitis B, Varicella, Tetanus oder Anti-D 
gewahlt. 

Vorzugsweise wird als Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemalie Verfahren ein von den 
o.g. Gerinnungsfaktoren befreites Plasma, insbesondere Humanplasma oder -serum 
eingesetzt. Die Abtrennung der wertvollen Gerinnungsfaktoren aus Plasma, die selbst von 
groSem therapeutischen Nutzen sind, ist bekannt. 

So wird beispielsweise das aus einem Auftauprozess gewonnene Kryoprazipitat als 
Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Faktor VIM-Konzentrat verwendet und die 
Faktoren II, VII, IX und X (PPSB-Komplex) werden durch Adsorption an einen 
Anionenaustauscher isoliert und in gereinigter Form ebenfalls therapeutisch eingesetzt. 

Zur Gewinnung des bevorzugten Ausgangsmaterials fur das erfindungsgemaSe Verfahren 
kann daher insbesondere ein nach den Richtlinien des Blutspendewesens mittels 
Plasmapherese gewonnenes Plasma bei + 4°C aufgetaut und das Kryoprazipitat durch 
Zentrifugation entfernt werden. Hieraus kann Faktor VIII hergestellt werden. 
Die Gerinnungsfaktoren des PPSB-Komplexes werden durch Adsorption an einen 
Anionenaustauscher, z. B. einen mit Diethylaminoethyl-Gruppen substituierten, vernetzten 
Dextran (wie z.B. DEAE-Sephadex® A50) abgetrennt. 

Dem Ausgangsmaterial, mit oder ohne Gerinnungsfaktoren, wird vorzugsweise pro Liter soviel 
Gradientensalz, im Falle von Ammoniumsulfat soviel festes Ammoniumsulfat zugefugt, dali 



nach mehreren Stunden, z.B. 3-20, Ruhren bei Raumtemperatur, ggf. nach Zugabe von 
Wasserfur Injektionszwecke die Leitfahigkeit einer entsprechenden Salz- insbesondere 
Ammoniumsulfat-Losung, vorliegt, die fur den Chromatographiebeginn, entsprechend der 
gewahlten Anfangskonzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsulfat, vorgesehen ist. 
5 Nach Zugabe von 0,5-5 % Filterhilfsmittel, z.B. Standard Super Cell oder anderer geeigneter 
Filterhilfsmittel wie z.B. Perlite, Harbolite oder Celite, wird die Losung filtriert. 
Das Filtrat wird als Ausgangslosung fur die Chromatographie eingesetzt. 
Die hydrophobe Interaktionsphase wird dabei vorzugsweise auf die gewunschte 
Ausgangskonzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsulfat entsprechend der gewahlten 
10 Konzentration in der Ausgangslosung aquilibriert. 

Die chromatographische Trennung beruht auf der Wechselwirkung von hydrophoben 
Domanen der Proteinmolekule mit hydrophoben Gruppen auf der stationaren chromato- 
f ijBgraphischen Phase. Unter physiologischen Bedingungen sind die hydrophoben Gruppen der 
Proteinmolekule nicht frei zuganglich, so dass eine Bindung an eine hydrophobe Inter- 
aktionsphase nicht stattfindet. Durch Hinzufugen des Salzes, insbesondere von 
Ammoniumsulfat wird die Hydrathulle des Proteins verringert, damit stehen die hydrophoben 
Domanen fur eine hydrophobe Interaktion zur Verfugung. 

20 Die Hydrophobizitat der stationaren Phase wird erfindungsgemaS somit so gewahlt, dass eine 
Wechselwirkung bestimmter Proteine mit der Phase stattfinden kann. Die Bindung an die 
Phase hangt einerseits von der Hydrophobizitat der chromatographischen Matrix, andererseits 
von der Salz- insbesondere der Ammoniumsulfatkonzentration der Losung ab. Da bei hohen 
Salz- insbesondere Ammoniumsulfatkonzentrationen eine Prazipitation der Proteine erfolgt, 
g^^wird die Salz-z.B. die Ammoniumsulfatkonzentration entsprechend der Hydrophobizitat der 
jVjchromatographischen Phase so gewahlt, dass die gewunschten Wechselwirkungen bei einer 
Salz- bzw. Ammoniumsulfatkonzentration, die uberwiegend nicht zur Prazipitation fuhrt, 
stattfinden. 

30 Dies ergibt sich beispielsweise aus Tabelle 1, worin in Abhangigkeit von der 

Ammoniumsulfatkonzentration der Anteil an noch in Losung befindlichen Proteinen 
angegeben ist. Bei Werten von 1,4 Mol/I Ammoniumsulfat und daruber wird kein 
befriedigendes Ergebnis erhalten. 

35 Somit zeigt sich, dali die Konzentration an Salz, insbesondere Ammoniumsulfat < 1,4 Mol/I 
sein sollte. 



Zur wirksamen Trennung von Immunglobulin- und Albuminfraktion wird dementsprechend 
vorzugsweise bei einer Ammoniumsulfatkonzentration von < 1,4 Mol/I, auf die 
gewunschtenfalls die Chromatographie-Phase und die Ausgangslosung eingestellt wird, 
5 begonnen, vorzugsweise mit einem Puffer dieser Salzkonzentration nachgewaschen und 
nachfolgend die Ammoniumsulfatkonzentration gesenkt. 

Besonders bevorzugt wird die Trennung vorgenommen, wenn die hohe Konzentration 0,6 bis 
< 1,4 Mol/I, vorzugsweise bis 1,3 Mol/I, insbesondere 0,6 bis 1,2 Mol/I, ganz besonders 0,7 bis 
10 1 Mol/I, insbesondere 0,8 bis 0,9 Mol/I, und die abgesenkte Konzentration 0,4 bis 0 Mol/I, 
insbesondere 0,3 bis 0 Mol/I betragt. 

#Bei einem solchen Konzentrationsgefalle wird zunachst eine Albumin-haltige Fraktion und 
bann eine Immunglobulin-haltige Fraktion erhalten. Letztere kann noch Lipide enthalten, die 
vorteilhafterweise entfernt werden. Hierzu kann im zweiten Schritt eine weitere 
Konzentrationsstufe des Ammoniumsulfats eingesetzt werden, z.B. durch Beginn bei 0,4, 
insbesondere 0,3 Mol/I, bis 0,1 Mol/I , insbesondere 0,3 bis 0,15 Mol/I, ganz besonders bei 0,3 
Mol/I und anschlielSende Absenkung auf kleiner 0,1 Mol/I bis 0 Mol/I. Dabei werden die Lipide 
erst bei der niedrigsten, ggf. Null ( 0 Mol/I )-Konzentration von der Phase entfernt und damit 
20 aus der Immunglobulinfraktion, die die Phase bei hoheren Ammoniumsulfatkonzentrationen 
verlalit, abgetrennt. 

Bei der Chromatographie werden die ublichen Bedingungen, die fur solche Phasen bekannt 
sind, eingehalten, wie z.B. pH-Wert (z.B. 7,0), Natrium(hydrogen)Phosphatpuffer Oder 

•Xrishydroxymethylaminomethan als Elutionsmittel. Phosphatpuffer sind besonders bevorzugt 
|Lb. 0,01 M NaH 2 P0 4 ). 

Als hydrophobe Interaktionsphasen, sind fur den erfindungsgemalien Prozess die bekannten 
Materialien geeignet. Hierzu gehoren z.B. Phenyl- oder Alkyl-substituierte Phasen auf der 
30 Basis von Copolymeren aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat, 

Copolymere aus Polystyrol und Divinylbenzol oder mit Dextran oder Polymeren gecoatete 
Kieselgele. 

Als besonders geeignet erwiesen sich Alkyl- und ganz besonders Phenyl-substituierte 
35 Copolymere aus Glycidyl-methacrylat und Ethylenglycoldimethacrylat. 



Diese sind unter den Handelsnamen TSK-Phenyl 5PW und Toyopearl-Phenyl 650 
kommerziell erhaltlich. 

Hierfur kann erfindungsgemali beispielsweise eine Anfangs-Ammoniumsulfatkonzentration 

von 0,7 bis 1,0 Mol/I, vorzugsweise von 0,8 bis 1,0 , insbesondere 0,9 Mol/I, fur die 

5 chromatographische Separation gewahlt werden. 

Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, fiihrt die chromatographische Trennung an TSK-Phenyl 
® 

5PW bei solchen Konzentrationen zu besonders guten Ergebnissen. 



So kann, wie oben beschrieben, die auf eine Ammoniumsulfatkonzentration von 0,9 Mol/I 
1 0 eingestellte Ausgangsldsung auf die aquilibrierte hydrophobe Chromatographiephase 

aufgetragen werden. Bei dieser Salzkonzentration erhalt man eine Fraktion 1, die die Phase 

•ungebunden passiert. Die gebundenen Proteine werden mit 0,01 Mol/I Natriumphosphat, 
pH 7,0 als Fraktion 2 von der Phase abgelost, d.h. die Ammoniumsulfatkonzentration wird hier 
auf 0 Mol/I abgesenkt. 

15 

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung der erhaltenen chromatographischen Fraktionen 
dargestellt. 

Wie hieraus ersichtlich ist, erhalt man eine Fraktion 1, die als Albuminfraktion bezeichnet wird 
und die in der Zusammensetzung einem Oberstand ll/lll der Alkoholfraktionierung nach Cohn 
20 sehr ahnlich ist. Sie enthalt die wichtigen Proteine Albumin, Transferrin, Antithrombin III und 
a-Antitrypsin. 

In der Fraktion 2 sind fast quantitativ alle Immunglobuline enthalten und ahnelt daher der nach 
dem Kalte-Athanol-Verfahren erhaltenen Zusammensetzung einer Paste ll/lll. 

^^^^/Vie aus Tabelle 3 weiter zu ersehen, sind in der Fraktion 2 auch alle Lipide und Lipoproteine 
enthalten. Diese konnen die Weiterverarbeitung der Fraktion 2 zu therapeutisch anwendbaren 
Proteinlosungen erschweren, so dass es sich als vorteilhaft erwiesen hat, einen weiteren 
Elutionsschritt zur Gewinnung einer 3. Fraktion in den Prozess zu integrieren. 
Hierzu kann nach Gewinnung der Fraktion 1 bei der hochsten Konzentration, z.B. 0,9 Mol/I 
30 Ammoniumsulfat begonnen und dann mit einem Stufengradienten weitergearbeitet werden. 
Beispielsweise kann bei 0,3 Mol/I Ammoniumsulfat die Fraktion 2 isoliert werden. 
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Diese immunglobulinhaltige Fraktion 2 unterscheidet sich in der Proteinzusammensetzung 
nicht von der oben beschriebenen Fraktion (Tabelle 3, Fraktion 2), aufier, dass der Gehalt an 
Lipoproteinen kleiner 5 % ist. 



♦ : : I r~: : 

Die Lipoproteinfraktion bleibt bei 0,3 Mol/I und hoheren Ammoniumsulfatkonzentrationen an 
die Chromatographiephase gebunden und kann mit 0,01 Mol/I Natriumphosphat, pH 7,0 als 
Fraktion 3 von der Phase eluiert werden, d.h. hier wird die Ammoniumsulfatkonzentraion auf 0 
Mol/I abgesenkt. 

5 

Vorzugsweise werden somit 3 Fraktionen bei der erfindungsgemalien hydrophoben Inter- 
aktionschromatographie separiert, namlich zunachst die Albuminfraktion, dann die 
Immunglobulinfraktion und dann die Lipoproteinfraktion. 

10 Schematisch ist der erfindungsgema&e Prozess in Abbildung 1 dargestellt. 
^ 2. Rezvklisierunq 

#Bei der grolitechnischen Anwendung des Verfahrens werden Puffersalz- wie 
Ammoniumsulfat-haltige Pufferlosungen in betrachtlichen Mengen benotigt. Um diesen 
Verbrauch moglichst zu minimieren, wird erfindungsgemafj ein Rezyklisierungsverfahren 
angewendet, wie in Abbildung 2 dargestellt. 

Dabei kann der auf die gewtinschte Konzentration eingestellte z.B. Ammoniumsulfatpuffer 1 
20 (hohe Konzentration) als Permeat aus der gewonnenen ersten Fraktion z.B. mittels geeigneter 
Ultrafiltrationsmembranen ruckgefuhrt werden, wahrend die erste Fraktion kontinuierlich 
gesammelt und ankonzentriert wird. Zwecks Abtrennung der zweiten und ggf. dritten Fraktion 
wird dann ein Puffer mit der jeweils gewilnschten Konzentration durch Mischen des 
Ammoniumsulfatpuffers 1 und einem Nicht-Gradientensalz, d.h. Nicht-Ammoniumsulfatpuffer 

•2 Oder durch alleinigem Einsatz des Puffers 2 abgesenkt wie erfindungsgemaS angegeben 
Und die zweite bzw. dritte Fraktion abgetrennt, je nachdem wie viele Fraktionen gewunscht 
sind. 

Vorzugsweise werden, wie oben beschrieben, drei Fraktionen hergestellt durch Anwendung 
30 eines Stufengradienten nach Abtrennung der Fraktion 1, wobei die vorstehend angegebenen 
Ammoniumsulfatkonzentrationen gewahlt werden. 

Das kontinuierliche Ankonzentrieren der Fraktionen kann z.B. mittels Ultrafiltration erfolgen. 



35 Es wird ferner bevorzugt, die Chromatographiephase nach je einem Zyklus mit Natronlauge 
aus einem Vorratsbehalter 3 zu reinigen, wobei gleichzeitig eine Sterilisation erfolgt. 



Beispielsweise kann nach der Beladung der Saule mit der auf einem Puffer 1 eingestellten 
und filtrierten Plasmaprotein-Losung zur Gewinnung der Fraktion 1 mit Puffer 1 (z.B. 0,9 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 pH 7,0) nachgewaschen werden, um die gesamte 
Fraktion 1 zu gewinnen.Die so gewonnene Fraktion 1 wird aufgefangen und kontinuierlich 
uber eine Ultrafiltrationseinheit mit einem cut off von 10 KD ankonzentriert. Das hierbei 
gewonnene Permeat wird in den Vorratskessel fur Puffer 1 zuriickgefuhrt. 

Zur Elution der Fraktion 2 wird die Salz- bzw. Ammoniumsulfatkonzentration wie angegeben 
abgesenkt, wobei beispielsweise ein Mischpuffer hergestellt werden kann oder ein Puffer 2, 
welcher kein Salz, z.B. Ammoniumsulfat enthait, allein gewahlt wird, je nachdem, wie viele 
Trennstufen gewiinscht sind. 

|Bei einem Stufengradient konnen, beispielsweise zur Elution der Fraktion 2, die Puffer 1 
(0,9 Mol/I Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0) und Puffer 2 (0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l 
pH 7,0) online im Verhaltnis z.B. 1:3 gemischt werden. Dieses Mischungsverhaltnis ergibt 
einen Elutionspuffer fur die Fraktion 2 mit der gemischten Konzentration z.B. von 0,3 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0. 

Die gesammelte Fraktion 2 wird ebenfalls online uber eine Ultrafiltrationseinheit mit einem cut 
off von 10-30 KD ankonzentriert. Das hierbei anfallende Permeat wird verworfen. 

Mit Puffer 2 (0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0) werden sodann die Lipoproteine von der 
hydrophoben Phase losgelost und verworfen. 

Dieses Verfahren kann unter Anderungen der Puffer/Salz-konzentrationen und 

ischverhaltnisse im erfindungsgemaften jeweils gewunschten Bereich und iiblichen, dem 
Fachmann fur die genannten Chromatographiephasen bekannten Bedingungen variiert 
werden. So kann z.B. bei einer Puffer 1 -Konzentration von 1 Mol/I mit Puffer 2 eine 1:1-1:5 
etc. Mischung hergestellt werden. 

Beim Prozessieren von grolSen Mengen werden mehrere chromatographische Zyklen 
durchgefiihrt. 

Vorzugsweise wird daher nach jedem Separationszyklus die hydrophobe Phase mit 1 ,0 Mol/I 
NaOH gereinigt und gleichzeitig sterilisiert. Die Natronlauge befindet sich im Vorratsbehalter 
3. 



3. Weiterverarbeitunq 



Die nach dem erfindungsgemaGen Verfahren an der hydrophoben Phase gewonnenen 
Fraktionen 1 und 2 konnen nach bekannten Verfahren, wie z.B. denen in den eingangs 
5 erwahnten Druckschriften beschriebenen zu therapeutisch anwendbaren hochreinen 

Plasmaprotein-Losungen weiterverarbeitet werden. Solche Praparate werden bei jeweiligen 
Mangel- Oder Krankheitszustanden eingesetzt, z.B. konnen bei Infektionen Praparate, die aus 
selektiertem Ausgangsmaterial erfindungsgemafi hergestellt wurden, wie z.B. solche 
enthaltend anti-CMV oder anti-HBs, anti-Varicella, Tetanus Oder Anti-D bei entsprechender 
1 0 Infektion verabreicht werden. 



Mengen und Abreichungsform sind hierbei jeweils bekannt, z.B. als Injektionen oder i.m. 
Injektion oder i.v.-lnfusion, wobei die pharmazeutische Zusammensetzung neben dem 
Wirkstoff die bekannten Hilfsstoffe aufweisen konnen. Hierzu gehoren z.B. Elektrolyte, 
Aminosauren oder Zucker. 



a) Immunqlobulin G 



Beispielsweise kann aus der Immunglobulinfraktion (Fraktion 2) ein i. v. vertragliches, 
20 insbesondere Immunglobulin G hergestellt werden. Hierzu konnen bekannte Methoden wie 
schon in DE 364051 3C2 sowie EP-B 447 585 beschrieben, angewandt werden. Diese 
Verfahrensweise ist in Abbildung 3 dargestellt und umfalit im wesentlichen 
Anionenaustauscherchromatographie, ggf. Virenfiltration, Octansaurebehandlung, 
Kationenaustauscherchromatographie und ubliche Konzentrations-, Filtrations- und 
^^^^ Sterilisationsschritte. 

So kann die ankonzentrierte Fraktion 2 von der hydrophoben Interaktionschromatographie 
z.B. mittels Diafiltration auf 0,05-0,10 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, vorzugsweise auf 0,06 Mol/I 
NaH 2 P0 4 , pH 6,5, umgepuffert werden. 

30 

Zur weiteren Aufarbeitung wird diese Losung einer Anionenaustauschchromatographie 
unterworfen. Hierzu wird der Anionenaustauscher mit 0,01-0,05 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, 
vorzugsweise mit 0,03 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 6,5, aquilibriert und die diafiltrierte Proteinlosung 
mit Wasser fur Injektionszwecke (WFI) verdunnt, so dass auch hier eine Salzkonzentration 
35 von 0,01-0,05 Mol/I NaH 2 PQ 4 , pH 6,5, vorzugsweise mit 0,03 Mol/I NaH 2 P0 4f pH 6,5, vorliegt. 



Unter diesen Bedingungen passiert eine Immunglobulin G-Rohfraktion ungebunden die Saule, 
wahrend alle anderen Proteine an die chromatographische Phase binden. 

Mit einem Puffer hoher Salzkonzentration (0,02 Mol/I NaH 2 P0 4 , 1,0 Mol/I NaCI, pH 6,5) 
5 werden die gebundenen Proteine eluiert 

Die Immunglobulin-G Rohfraktion wird gegebenenfalls uber einen Virenfilter filtriert, mittels 
Ultra-/Diafiltration ankonzentriert und auf 0,01-0,05 Mol/I Natriumacetat, pH 5,5, vorzugsweise 
0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,5, umgepuffert. 

10 

Diese eingestellte Rohfraktion besteht aus > 99 % Immunglobulin-G, ist jedoch mit 
proteolytischen Enzymen verunreinigt. 

# Diese konnen gemafc EP 0447585B1 mit Oktansaure entfernt werden. Hierzu wird die 
konditionierte Losung mit 0,4 bis 1,5 Vol%, vorzugsweise 0,8 bis 1,0, insbesondere 0,8 % 
Oktansaure behandelt und unter Zusatz von CaCI 2 filtriert. 

Anschlieftend erfolgt eine Virusinaktivierung mit 0,3 % Tri-n-butylphosphat und 1 % Tween 80. 
Nach AbschluR der Reaktionszeit wird die Losung auf eine Leitfahigkeit eines 0,02 Mol/I 
Natriumacetat, pH 5,0,-Puffers mit Wasser fur Injektionszwecke eingestellt. 

20 

Die Agentien der Oktansaurebehandlung und Virusinaktivierung sowie die in der Losung 
enthaltenen IgG-Aggregate werden durch Chromatographie an einem Kationenaustauscher 
entfernt. Hierzu tragt man die eingestellte Immunglobulin G-L6sung auf den aquilibrierten 
Kationenaustauscher auf, wascht mit 0,02 Mol/I Natriumacetat, pH 5,0, die Agentien aus und 

•eluiert die Immunglobulin G-Wertfraktion mit einem Puffer, bestehend aus 0,02 Mol/I 
Natriumacetat, 0,3 Mol/I Natriumchlorid, pH 5,0. Die Reinigung der Saule erfolgt durch 
0,02 Mol/I Natriumacetat, 1,0 Mol/I Natriumchlorid, pH 5,0 und 1,0 Mol/I NaOH. 

Die Immunglobulin G-Fraktion wird gegen 0,3 Mol/I Glycin, pH 5,0 diafiltriert und auf eine 
30 Proteinkonzentration von 50 g/l ankonzentriert. 

Analog kann das hochreine, iv-vertragliche IgG-Praparat auch nach anderen bekannten 
Verfahren aufgearbeitet werden. 

35 Die so hergestellten intravenos vertraglichen Immunglobulin G-Praparate weisen gegenuber 
herkommlichen Losungen, die ublicherweise durch Prazipitationen aus Plasma gewonnen 



werden, einige Vorteile auf. So entspricht beispielsweise die IgG-Subklassenzusammen- 
setzung der naturlichen, im Plasma vorkommenden Verteilung. Der IgA-Gehalt ist kleiner 
0,15 % und der IgM-Gehalt kleiner 0,02 % des Gesamtproteingehaltes. Der Anteil an IgG- 
Aggregaten ist kleiner 0,25 %. Mogliche, zu Unvertraglichkeitsreaktionen fuhrende 
5 Verunreinigungen, wie Prekallikreinaktivator, Prekallikrein, Kallikrein, Kininogen, Plasmin, 
Plasminogen und Faktor XI sind nicht nachweisbar. Alle anderen analytischen Parameter 
entsprechen der Europaischen Pharmakopoe fur i. v. Immunglobulin G-Praparate. 

Somit weist das so gewonnene Praparat alle erforderlichen Kriterien auf und unterscheidet 
10 sich von dem bekannten Produkt zum einen durch den hoheren IgG-Anteil und ferner 
hinsichtlich der Subklassenzusammensetzung. 

^J ^b) Albumin, Antithrombin 111, Transferrin 

Aus der erfindungsgemall hergestellten Fraktion 1 lassen sich beispielsweise Antithrombin-lil 
(AT-III), Transferrin und Albumin gewinnen. 

Ein entsprechendes Verfahren ist in Abbildung 4 dargestellt und umfafct im wesentlichen 
Affinitatschromatographie, Anionenaustauscherchromatographie, Virusinaktivierung sowie 
20 ubliche Filtrations-, Konzentrations- und Sterilisationsschritte. 

So lalJt sich aus der ultra- und diafiltrierten Fraktion 1 mittels Affinitatschromatographie an 
einem Heparintrager Antithrombin III aus diesen enthaltenden Ausgangsprodukten gewinnen. 
Eine solche Vorgehensweise ist in der EP-A 844 254 als Vorreinigungsstufe zur Gewinnung 

•on von Unreinheiten befreitem Antithrobin III beschrieben, wobei dort anschlieBend eine 
litze- und/oder Metallchelatbehandlung erfolgt. Im erfingungsgemaften Verfahren kann die 
Affinitatschromatographie somit ebenfalls durchgefuhrt werden, wobei hier eine niedrig 
konzentrierte Kochsalzlosung wie z.B. 0,1 bis 0,2 Mol/I Natriumchlorid zur Bindung von 
Antithrobin III und eine hohere Kochsalzkonzentration wie z.B. 1,0 bis 2,0 Mol/I Natriumchlorid 
30 zur Eluierung fuhren. So kann man die Fraktion 1 auf ein Puffermilieu von 0,02 Mol/I, 
NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0, einstellen und tragt auf die Affinitatsphase auf. 

Albumin und Transferrin passieren die Saule ungebunden. Man wascht die Saule mit 
0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 0,4 Mol/I NaCI, pH 7,0 und eluiert anschliefiend das an den 
35 Heparintrager gebundene AT-lll mit 0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 2,0 Mol/I NaCI, pH 7,0. Die 

gewonnene AT-III Losung wird auf physiologische Bedingungen umgepuffert und kann nach 
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bekannten Methoden, wie z. B. Virusfiltration und Pasteurisierung zu einem therapeutisch 
anwendbaren Praparat weiterverarbeitet werden. 

Die Albumin und Transferrin enthaltende Durchlauffraktion der Affinitatschromatographie kann 
5 gemali DE 37331 81 C1 zu Transferrin und gemafc EP 0402205B1 Oder EP 0792887A1 zu 
Albumin aufgetrennt werden. 

So kann beispielsweise nach Umpufferung der o. g. Durchlauffiltration der Affinitats- 
chromatographie auf 0,02 Mol/I Tris, 0,030 Mol/I NaCI, pH 7,0, die Losung auf einen 
Anionenaustauscher aufgetragen werden. Das Transferrin wird als Durchlauffraktion 
10 aufgefangen und mittels bekannter Methoden virusinaktiviert und weiterverarbeitet. Die vom 
Anionenaustauscher anschlieSend mit 0,02 Mol/I Tris, 1,0 Mol/I NaCI, pH 7,0, eluierte 
Albuminfraktion kann beispielsweise auf eine Leitfahigkeit von 1,8 mS/cm mit einem 
^fj^Natriumacetatpuffer, pH 6,0, eingestellt und erneut einer Anionenaustauschchromatographie 
ttjJiWJnterzogen werden. Durch Umstellen des pH-Wertes auf 5,2 werden eventuell vorhandene 
Spuren von Transferrin entfernt. Die Elution des Albumins vom Anionenaustauscher erfolgt 
bei pH 4,5 und einer Leitfahigkeit von 1 ,8 mS/cm. Die Weiten/erarbeitung zu einem 
therapeutisch anwendbaren Albuminpraparat erfolgt nach bekannten Methoden. 

Fur alle in den obengenannten Verfahren angewandten chromatographischen Schritte werden 
20 bekannte Materialien verwendet. 

Als Kationenaustauscher konnen z.B. CM-Accell®, SP-Spherodex®, SP-Trisacryi-LS® oder 
Fraktogel-TSK-SP 650®, Poros HS® Oder S-HyperDF® oder SOURCE-30S®, CM-HyperDF® 
verwendet werden und die Salzkonzentration entsprechend eingestellt werden. 
Als Anionenaustauscher konnen z.B. QMA-Accell® DEAE-Spherosil® oder DEAE- 

•Sepharose®, PorosHQ®, Q-HyperDF®, SOURCE 30Q® eingesetzt werden. 
Weitere geeignete Materialien sind CM-Accell®, SP-Sperodex-M® oder auf der Basis 
synthetischer Polymere hergestellte Phasen wie SP-Trisacryl-LS® und CM-Trisacryl-LS®. 
Fur die Affinitatschromatographie kann z.B. Heparin-Sepharose® oder Heparin- immobilisierte 
synthetische Polymere wie z.B. Toyopearl AF-Heparin 650M® eingesetzt werden, wobei als 
30 Puffer ebenfalls die o.g. Zusammensetzungen gewahlt werden konnen. 

Vorzugsweise werden im erfindungsgemalien Verfahren chromatographische Medien auf der 
Basis synthetischer Polymere eingesetzt, wie die unter den Handelsnamen Poros®, Source®, 
Macroprep®, TSK®, Toyopearl® und Hyper D® kommerziell erhaltlichen. 
35 Die genannten Phasen sind substituiert als Anionen-, Kationenaustauscher, Hydrophobe- 
Interaktions- und Affinitatsmatrix verfugbar. Dabei bilden tertiare oder quaternare 



Aminogruppen Anionenaustauscher, Beladung mit Sulfoalkyl Oder Carboxyalkylgruppen 
Kationenaustauscher, Substituenten wie Alkyl oder Phenyl bzw. Heparin-Gruppen 
Hydrophobe Phasen bzw. Affinitatsmatrices. Die jeweiligen Puffermedien und 
Elutionsbedingungen hierfur sind dem Fachmann bekannt. 

5 

Aufgrund ihrer relativen Druckstabilitat erlauben sie auch bei geringer PartikelgroBe hohe 
FlufJraten. Damit lassen sich die beschriebenen Prozesse in kurzerZeit und mit hohem 
Durchsatz okonomisch gestalten. 

Daruberhinaus bieten diese Chromatographiephasen den Vorteil, dass sie chemisch inert 
10 gegenuber sterilisierenden Agentien und somit fiir die Herstellung von pharmazeutischen 
Produkten besonders geeignet sind. 

#Zur Sterilisation konnen Behandlungen, vorzugsweise vor dem Chromatographie-Schritt, mit 
p-Propiolacton, TNBP/Tween, TNBP/Na-Cholat, TNBP, gegebenenfalls in Kombination mit 
UV-Bestrahlung Oder Virenfiltration angewendet werden. Die eingesetzten Filter wie z.B. 
Planova®, Virosolv®, UltriporDVSO® sind bekannt. 

Die auf diese Weise erfindungsgemafj hergestellten Produkte konnen flussig oder lyophilisiert 
gelagert werden. 

20 

Der Vorteil des erfindungsgemaften Verfahrens liegt darin, da(2> auf schnelle und einfache 
Weise die genannten Ausgangsmaterialien so gereinigt werden konnen, dali die erhaltenen 
reinen Produkte ohne wesentliche Ausbeuteverluste gewonnen werden konnen und ihrer 
naturlichen Zusammensetzung im wesentlichen entsprechen. 

^^^^>ie Erfindung wird durch nachstehende Beispiele erlautert 



Beispiel 1 

30 

Als Ausgangsmaterial werden 5,4 I eines von Gerinnungsfaktoren befreiten Humanplasmas 
eingesetzt. Die Entfernung der Gerinnungsfaktoren erfolgt nach bekannten Methoden durch 
Abtrennung des Kryoprazipitates und durch Adsorption der PPSB-Faktoren an DEAE- 
Sephadex-ASO® 
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Zu diesem vorbehandelten Plasma werden pro Kilogramm 1,2 Mol Ammoniumsulfat 
zugegeben und 5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach wird mit Wasser fur 
Injektionszwecke (WFI) auf eine Leitfahigkeit von 112 mS/cm (20°C) entsprechend der 
Leitfahigkeit einer 0,9 molaren Ammoniumsulfatlosung verdunnt und 6-12 h weitergeruhrt. 
Nach Zugabe von 2 % (w/w) Fiiterhilfsmittel (z. B. Standard Super Cell) und emeutem Ruhren 
uber 1 Stunde wird die Losung uber einen Tiefenfilter, z. B. Seitz Supra 80P, geklart. 

® 

Eine Stahlsaule (373 ml) gefullt mit TSK-Phenyl 5PW wird mit 0,9 Mol/I Ammoniumsulfat, 

0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0 aquilibiert. Bei einem FluR von 70 ml/min wird die vorbereitete 
und filtrierte Plasmaproteinlosung in Portionen von 370 ml aufgetragen. Nach Ende des 
Auftrages wird mit 5 Saulenvolumen des Aquilibrierpuffers nachgewaschen und diese Fraktion 
gesammelt (Fraktion 1). Wahrend des Sammelns der Fraktion 1 erfolgt eine gleichzeitige 
^Ultrafiltration an einer 10 KD Membran, z. B. Omega®, Pall-Filtron, wobei das Permeat in den 
Vorratsbehalter des Aquilibrierpuffers zuruckgefuhrt wird. 

Danach wird mit dem 4fachen Saulenvolumen eines Elutionspuffer, bestehend aus 0,3 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 7,0, die Fraktion 2 gewonnen. 
Der Elutionspuffer wird uber ein Mischventil aus dem Aquilibrierpuffer (0,9 Mol/I 
Ammoniumsulfat, 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0) und einer 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0, Losung 
hergestellt. Hierzu werden die beiden Puffer im Verhaltnis 1:3 online gemischt. 

Durch Aufgabe von 3 Saulenvolumen 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4 , pH 7,0-Puffer wird die Lipoprotein- 
Fraktion (Fraktion 3) von der Saule abgelost und verworfen. 

ach einem Reinigungsschritt mit dem 3fachen Saulenvolumen einer 1 Mol/I NaOH-Losung 
wird die Saule mit WFI freigewaschen und erneut aquilibriert 

Zur Aufarbeitung der gesamten eingesetzten filtrierten Proteinlosung sind 26 Zyklen 
erforderlich, wobei die Fraktionen 1 und 2 jeweils in einem Sammelbehalter aufgefangen 
werden. 

Danach erfolgt eine Sterilfiltration der separatierten Fraktionen 1 und 2. 



Ausbeute, Immunglobulin G in Fraktion 2, 90,3 % 

Ausbeute, Albumin in Fraktion 1, 100 % 
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Zusammensetzung der Fraktionen 1 und 2 in der Kapillarzonenelektrophorese 
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^^^^ Beispiel 2 

Man verfahrt wie in Beispiel 1. 

Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinic)- 
10 sung wird, wie in Beispiel 1 beschrieben, an einer TSK-Phenyl 5PW®Saule chromatogra- 
phiert. 

Nach Eiution der Fraktion 1 werden mit 0,01 Mol/I NaH 2 P0 4l pH 7,0, die Immunglobuline und 
Lipoproteine in einer Fraktion von der Saule abgelost. 
^^^^Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

Fraktion 1: Albuminausbeute 100% 
Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 95,5 % 

20 

Beispiel 3 

Man verfahrt wie in Beispiel 1 . 



Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinlo- 

® 

sung wird an einer 3 I Saule (180x250 mm), gefullt mit Toyopearl-Phenyl 650 M , 
chromatographiert. 

5 Die Vorgehensweise entspricht dem Beispiel 1 . 

Pro Zyklus werden 2,4 I der Ausgangslosung bei einer FlulJrate von 300 ml/min prozessiert. 
Mit dieser Saule sind 3 Zyklen zur Aufarbeitung von 4 I Plasma notwendig. 

Wie in Beispiel 1 werden 3 Fraktionen gesammelt. 

10 

Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

• Fraktionl: Albuminausbeute 100% 
Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 96 % 

15 
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Beispiel 4 

Man verfahrt wie in Beispiel 2. 

Die von Gerinnungsfaktoren befreite, mit Ammoniumsulfat versetzte und filtrierte Proteinlo- 
sung wird an einer 2,5 I Saule, gefullt mit Toyopearl-Phenyl 650 M®, chromatographiert. 

Die Vorgehensweise entspricht dem Beispiel 2. 

Pro Zyklus werden 2,4 I der Ausgangslosung bei einer Fluftrate von 125 ml/min in 
2 Fraktionen aufgetrennt. Hierzu werden 3 Zyklen benotigt. 



30 Die erhaltenen Fraktionen zeigen folgende Ausbeuten: 

Fraktionl: Albuminausbeute 100% 
Fraktion 2: Ausbeute Immunglobulin G 95 % 

35 

Beispiel 5 



23. 1 



Man verfahrt wie in den Beispielen 1, 2, 3 oder 4. Anstelle eines polyvalenten 
Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen 
Cytomegalievirus (anti-CMV) eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 oder 3 
5 oder 4 prozessiert. 

Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 

Ausbeute Immunglobulin G 90,5 % 

1 0 Ausbeute Anti-CMV-Titer 78 % 



1o Man verfahrt wie in den Beispielen 1, 2, 3 oder 4. Anstelle eines polyvalenten 

Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen 
Hepatitis-B-Virus (anti-HBs) eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 oder 3 oder 
4 prozessiert. 

20 Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 

Ausbeute Immunglobulin G 92,0 % 

Ausbeute Anti-HBs-Titer 82 % 



gW^WMan verfahrt wie in den Beispielen 1,2,3 oder 4. Anstelle eines polyvalenten 

Ausgangsplasmas wird ein vorselektiertes Humanplasma mit einem hohen Titer gegen Anti-D 
eingesetzt und entsprechend den Beispielen 1 oder 2 oder 3 oder 4 prozessiert. 

30 Die daraus erhaltene Fraktion 2 zeigt folgende Ausbeuten: 




Beispiel 6 



Beispiel 7 




Ausbeute Immunglobulin G 
Ausbeute Anti-D-Titer 



91,2 % 



54 % 



35 



Beispiel 8 



Ausbeute Immunglobulin G: 74 % 



Analytische Daten einer 5 % Immunglobulin G-L6sung 



5 

Antikomplementare Aktivitat 0,68 CH 50 /mg Protein 

Immunglobulin A 0,14 % 

Immunglobulin M 0,02 % 




57,6 % 
33,3 % 

5.5 % 

3.6 % 



Cellulose-Acetat-Elektrophorese 



100 % y-Globulin 



Prekallikreinaktivator neg. 

Prekallikrein neg. 

Kallikrein neg. 

Kininogen neg. 

Plasmin neg. 

Plasminogen neg. 

Faktor XI neg. 



^j^^HPSE-Chromatogramm siehe Abbildung 5 



Beispiel 9 



Eine gemafi Beispiel 1 hergestellte Albuminhaltige Fraktion 1 wird mittels Ultra- und 
Diafiltration auf 0,02 Mol/I, NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0 eingestellt. 

5 

Eine 50 ml Saule (1 ,5 x 25 cm), gefullt mit AF-Heparin Toyopearl®, wird mit 0,02 Mol/I 
NaH 2 P0 4 , 0,150 Mol/I NaCI, pH 7,0 aquilibriert. 

100 ml der konditionierten Albumin-haltigen Fraktion werden mit einem Fluli von 7 mi/min auf 
10 die Saule aufgetragen. Man spult mit 5 Saulenvolumen des Aquilibrierungspuffers nach und 
fangt diese Albumin-haltige Fraktion auf. 

Mit 0,02 Mol/I NaH 2 P0 4l 0,4 Mol/I NaCI, pH 7,0 wird die Saule nachgewaschen und diese 
Fraktion verworfen. Die Elution des AT-III erfolgt mit einem Puffer, bestehend aus 0,02 Mol/I 
NaH 2 P0 4 , 2,0 Mol/I NaCI, pH 7,0. Diese Wertfraktion wird mittels Ultra-/Diafiltration auf PBS 
umgepuffert, ankonzentriert und sterilfiltriert. 




20 



Die erhaltene AT-III Losung zeigt folgende Daten: 

AT-III Ausbeute 91 % 

Protein 1,1 g/l 

AT-lll-Aktivitat 805 % d.N. 

AT-lll-Antigen 1,0 g/l 

Ibumin < 0,006 g/l 



HPSE-Chromatogramm siehe Abbildung 6 



2a 

Tabelle 1 



Ermittlunq der Ammoniumsulfatkonzentration zur hydrophoben 
Interaktionschromatoqraphie 






Protein (all) 


laG ( a ]\\ 


InA (nll\ 


igivi ig/i; 


Mioumin iy/ij 


Ausgang 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


0,5 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


0,7 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


0,8 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,7 


3,59 


0,78 


0,34 


15,8 


1,0 Mol 

Ammoniumsulfat 


26,0 


3,40 


0,72 


0,35 


14,8 


1,2 Mol 

Ammoniumsulfat 


24,9 


1,93 


0,38 


0,21 


15,7 


1,4 Mol 

Ammoniumsulfat 


22,0 


0.73 


0,16 


0,10 


14,4 
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Tabelle 2 



Beispiel fur eine erfindungsgemaBe 
Hydrophobe Interak tionschromatoqraphie von Humanplasma bei unterschiedlichen 

Ammoniumsulfatkonzentrationen 





0,7 Mol 


0,8 Mol 


1,0 Mol 


Ausgang 

Albumin (%) 


100 


100 


93,7* 


IgG (%) 


100 


100 


94,7* 


Fraktion 1 

Albumin (%) 


>95,0 


>95,0 


>95,0 


IgG (%) 


34,4 


<2,6 


<2,0 


Fraktion 2 

Albumin (%) 


1,4 


1,8 


3,3 


IgG (%) 


57,2 


>95,0 


> 95,0 



*Prazipitation durch Ammoniumsulfat 
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Abbildung 2 



Verfahrensschema 



Permeat 




- Ultrafiltration 



VorratsgefaS 
fQr eingestellte 
Protein lOsung 
nach Abb. 1 



Fraktion 1 



Hydrophobe 
Phase 



VorratsgefaG 

Puffer 1 
0,9 Mol/I AMS, 
0,01 Mol/I 
NaH 2 P0 4 
pH 7,0 



Mischventil 



T 



Fraktion 2 



VorratsgefaB 
Puffer 2 
0,01 Mol/I 
NaH 2 P0 4 
PH 7,0 



Ultrafiltration 



VorratsgefaS 
1,0 Mol/I 
NaOH 



1 



Fraktion 3 und 
1,0 M NaOH 



t 

Abfall 



Abfall 



*AMS=Ammoniumsulfat 




Herstellschema fur i.v. Immunglobulin G 



Fraktion 2 

Ultra-/Diafiltration 
Anionenaustauschchromatographie 
Immunglobulin G-Rohfraktion 

r 

Virenfiltration 
Ultra-/Diafiltration 
Oktansaurebehandlung 



. f . 

Solvent/Detergent-Behandlung 

r 

Kationenaustauschchromatographie 



f 

Ultra-/Diafiltration 



v. Immunglobulin G 



Herstellschema von AT-M, Transferrin und Albumin 



Fraktion 1 



Ultra-/Diafiltration 



Affinitatschromatographie 
Heparinphase 



UItra-/Diafi! 



ration 



AT- 



Anionenau, 
chromatogr 


stausch- 
•aphie 


Ultra-/Diafil' 


ration 


Anionenau, 
chromatogr 


stausch- 
aphie 



-► Transferrin 



Albumin 
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Abbildung 5 



HPSE-Chromatogramm einer gemaS Beispiel 8 
hergestellten Immunglobulin G-Losung 



0.500- 



0.400 — 



0.300 — 




0.000- 




"i r 



n r 



0 .00 



30.00 



Brgebnis : 





P.et Time 


Area 




1 

Name 




(min) 


(uV*sec) 


% Area 




1 




74539 


0. 18 


Pol -/me r 


*■» 




40757727 


5?. 32 





Abbildung 6 

HPSE-Chromatogramm einer gemaft Beispiel 9 
hergestellten Antithrombin (AT-lll) Losung 
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0.3000 — 



0.2500 — 



0.2000 — 




0 .0000 



0.00 



AT-III 




is 



Pufferpeak 



n — I — r 

10.00 



n 1 1 r 

20 .00 
Minutes 



30.00 



Ergebnis : 



# 


Ret Time 
(min) 


Area 
(uV*sec) 


% Area j Name j 


1 


15.967 


16341442 


98.35 j j 


2 


21.717 


274834 


1.65 ; ! 



•••• 



• • • • 

• • • • 

• • • • 

• • • • 
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Zusammenfassunq 



Verfahren zur chromatoqraphischen Fraktionierung von Plasma oder Serum, so 
erhaltene Praparate und deren Verwendunq 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Fraktionierung von Plasma oder Serum in mindestens eine 
Albumin- und eine Immunglobulinfraktion durch hydrophobe Interaktionschromatographie 
mittels eines stufenweisen Salzgradienten, insbesondere mit einem Ammoniumsulfatpuffer, 
sowie daraus erhaltene Praparate und deren Verwendung. 




